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1. Abstract 
Semicarbazide-sensitive amine oxidases (SSAO) metabolize amines to aldehydes, 
H2O2 and NH3 which exhibit pro-oxidant, pro-inflammatory and cytotoxic effects. 
Although increased SSAO activity has been associated with cardiovascular diseases, 
little is known about the role of SSAO-derived metabolites in hypertension. Allylamine 
(AA) is a SSAO substrate that has been used to induce cardiovascular lesions in 
experimental animals. However, its effects on blood pressure remain relatively 
unexplored. Therefore we aimed at evaluating the role of SSAO-derived metabolites on 
the regulation of blood pressure and oxidative stress in AA-treated rats.  
This study was divided in 3 parts: in part I, the effects of a 28 day-treatment with AA 
(100 mg/kg/day) were evaluated in Sprague Dawley rats.  In part II, we assessed the 
impact of SSAO inhibition by semicarbazide (SC, 97 mg/kg/day) in rats treated with 
AA for 7 days. Part III was designed to evaluate the effects of H2O2 neutralization by 
polyethylene glycol (PEG)-catalase (10000 U/kg/day) in rats treated with AA for 7 
days. Systolic blood pressure (SBP) was measured throughout the study. H2O2 
production and the activity/expression of superoxide dismutase (SOD) and catalase 
were evaluated in the aorta and kidney. NF-kB and Nrf2 activation was assessed in the 
kidney. Urinary isoprostanes were also measured. 
AA induced a marked rise in SBP which was attenuated by SC or PEG-catalase. AA 
increased vascular and renal H2O2 production, reduced aortic and renal 
activity/expression of SOD and catalase, increased renal NF-kB activation and 
augmented urinary isoprostanes.  Both SC and PEG-catalase reduced urinary 
isoprostanes in AA-treated rats. SC prevented the AA-induced increase in H2O2 
production and the changes in SOD and catalase expression. In the kidney, PEG-
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catalase supressed the AA-induced increase in NF-kB activation and augmented the 
activation of Nrf2. 
We can conclude that SSAO-derived metabolites, particularly H2O2, contribute to the 
pathogenesis of hypertension in AA-treated rats. 
 
Keywords: Semicarbazide-sensitive amine oxidases (SSAO); allylamine; H2O2; 
hypertension; vascular and renal redox dysfunction. 
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2. Introdução 
As aminoxídases sensíveis à semicarbazida (SSAO) são um grupo de enzimas 
localizadas na membrana plasmática de vários tecidos, nomeadamente nas células 
musculares lisas vasculares e adipócitos, onde são expressas em elevada quantidade, 
estando também presentes nos pulmões, coração, fígado, glândulas supra-renais e rins 
(1), (2). No plasma existe também uma forma solúvel destas enzimas que parece 
resultar da clivagem proteolítica das SSAO teciduais (3);(4). As SSAO diferem das 
monoaminoxídases (MAO) no que concerne à sua sequência de aminoácidos, 
localização subcelular, cofactores, substratos, inibidores específicos e funções 
fisiológicas (1);(3);(5). Há, no entanto, alguns substratos comuns tais como a 
serotonina, a triptamina, a dopamina, a tiramina e a noradrenalina (2);  (1). Como o 
local activo das SSAO membranares se localiza no domínio extracelular e existe uma 
forma plasmática destas enzimas, pensa-se que uma das funções das SSAO seja a 
inactivação de aminas primárias potencialmente tóxicas presentes no sangue (4). Estas 
aminas podem ser produzidas endogenamente no decurso da actividade metabólica e 
catabólica ou resultar da exposição a xenobióticos, tais como o fumo do tabaco (2), (1).  
É de sublinhar que os produtos resultantes da actividade destas enzimas são 
potencialmente mais lesivos do que os substratos por elas oxidados (3, 4, 6). A 
desaminação oxidativa das aminas primárias pelas SSAO origina aldeídos reactivos, 
H2O2 e amónia, que possuem efeitos pró-oxidantes, pró-inflamatórios e citotóxicos 
(3),(6),(4),(7). Deste modo, o aumento da formação destes produtos pelas SSAO, 
causado por exemplo por um aumento de substrato,  pode contribuir para a génese e 
progressão de doenças, principalmente no sistema cardiovascular onde estas enzimas 
apresentam maior expressão (3),(6), (7).  O aumento da actividade das SSAO tem sido 
descrito em várias condições patológicas como a diabetes, a aterosclerose e a 
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insuficiência cardíaca (6),(1),(7). No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos do aumento 
da actividade das SSAO e dos seus produtos enzimáticos na regulação da pressão 
arterial, apesar de um dos metabolitos destas enzimas, o H2O2, ser um reconhecido 
mediador de disfunção cardiovascular e renal (8), (9-12).  
A alilamina (AA), um químico industrial e substrato das SSAO, tem sido usada 
experimentalmente para induzir lesões vasculares e miocárdicas em ratos (6, 7, 13, 14). 
O metabolismo da AA pelas SSAO origina acroleína, H2O2 e amónia (15),(16). Estes 
produtos contribuem para as alterações estruturais e stresse oxidativo observados nos 
animais tratados com AA, uma vez que a semicarbazida, um inibidor das SSAO, 
previne estes efeitos (17),(18). Este modelo experimental tem sido útil para evidenciar o 
papel das SSAO e dos seus produtos enzimáticos na fisiopatologia cardiovascular. No 
entanto, os efeitos da AA na pressão arterial não estão ainda devidamente esclarecidos. 
Existem apenas três estudos que avaliam a pressão arterial em ratos tratados com AA 
(19),(16),(14). Embora todos descrevam a ausência de efeito pressor do tratamento 
crónico com AA (19), (16), (14), um deles refere um aumento tendencial da pressão 
arterial sistólica nos ratos tratados com esta toxina (19). É de sublinhar que nestes 
estudos os animais controlo apresentam valores de pressão arterial relativamente 
elevados ( 130 mmHg) e que nenhum dos protocolos experimentais refere a existência 
de um período de habituação dos animais ao procedimento de medição da pressão 
arterial (19),(16), (14) . É também contraditório que o tratamento com acroleína ou o 
aumento de H2O2 contribuam para a elevação da pressão arterial (20),(21), (8), (9), (22), 
(11), (12) mas que o tratamento com AA seja desprovido de efeito pressor apesar das 
alterações na reactividade e estrutura vascular (16), (23), (24).  
Este trabalho pretende assim avaliar o papel das SSAO e dos seus produtos enzimáticos 
na regulação da pressão arterial em animais tratados com AA. Uma vez que a disfunção 
6 
 
renal parece ser um denominador comum de todas as formas de hipertensão arterial 
(25), avaliar-se-á não só o stresse oxidativo sistémico e vascular, mas também o estado 
redox renal. Por último, uma vez que o H2O2 tem sido descrito como um importante 
agente pró-hipertensor em vários modelos experimentais (26); (9), (22), (11), (12) e está 
envolvido na regulação da resposta inflamatória e redox (27), (28), serão também 
estudados os efeitos da sua neutralização na pressão arterial e na activação de factores 
de transcrição pró-inflamatórios e antioxidantes em ratos tratados com AA.   
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3. Materiais e Métodos 
3.1 Animais e desenho experimental 
Foram utilizados ratos macho Sprague Dawley, com um peso médio de 250-300 g, 
provenientes da empresa Charles River Laboratories, Espanha. Os animais foram 
mantidos em condições constantes de temperatura (21ºC), humidade relativa (60%) e 
alternância de exposição à luz (12 horas de escuridão, 12 horas de luz) com acesso livre 
a água e a comida. Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo 
com os regulamentos das autoridades locais (ORBEA, Faculdade de Medicina da 
Universidade do Porto) para o manuseamento de animais de laboratório e com a 
Directiva Europeia 2010/63/EU. Este estudo foi realizado num modelo de disfunção 
cardiovascular induzida pela administração de alilamina (AA) (13)e foi dividido em 3 
partes. Na parte I avaliaram-se os efeitos da AA na pressão arterial e no estado redox 
sistémico, vascular e renal. Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos: 
ratos tratados com AA (100mg/kg/dia, em água de bebida, durante 28 dias) e ratos 
controlo (não tratados). Na parte II avaliaram-se os efeitos da inibição das SSAO na 
pressão arterial e no estado redox sistémico, vascular e renal de animais tratados com 
AA. Os animais foram distribuídos aleatoriamente por 3 grupos experimentais: grupo 
controlo (animais não tratados), grupo tratado com AA (100 mg/kg/dia, na água de 
bebida, do dia 0 ao dia 7) e grupo simultaneamente tratado com AA (100 mg/kg/dia, na 
água de bebida, do dia 0 ao dia 7) e semicarbazida (SC) (97 mg/kg/dia, i.p., do dia -7 ao 
dia 7). Esta dose de SC inibe as SSAO (18). Adicionalmente, em alguns animais 
controlo, avaliou-se também o efeito do tratamento com SC na pressão arterial. Na parte 
III analisaram-se os efeitos da neutralização do H2O2 na pressão arterial, no stresse 
oxidativo e na activação renal de factores de transcrição induzidos pelo stresse 
oxidativo. Os animais foram distribuídos aleatoriamente por 3 grupos: grupo controlo 
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(não tratados), grupo tratado com AA (100 mg/kg/dia, na água de bebida, do dia 0 ao 
dia 7) e grupo tratado simultaneamente com AA (100 mg/kg/dia, na água de bebida, do 
dia 0 ao dia 7) e polietilenoglicol (PEG) catalase (10000 U/kg/dia, do dia -2 ao dia 7), 
uma enzima que neutraliza o H2O2 ((29, {Sousa T, 2008 #12)). Esta dose de PEG-
catalase reduziu a pressão arterial e a concentração plasmática, urinária e renal de H2O2 
em estudos in vivo anteriormente realizados pelo nosso grupo ((11), (12)). 
 
3.2. Medição da pressão arterial 
A pressão arterial sistólica (PAS) foi avaliada ao longo do estudo em ratos despertos e 
pré-aquecidos (38ºC, 10-15 minutos) pelo método não invasivo de medição na cauda, 
tendo sido utilizado um detector de pulso fotoeléctrico (LE 5000, Letica, Barcelona, 
Espanha). Para cada animal e cada situação experimental foram efectuadas 6 
determinações consecutivas, cuja média aritmética foi utilizada para cálculos 
posteriores. Após um período de 7 dias de adaptação à metodologia de avaliação da 
PAS, seleccionaram-se apenas os animais normotensos, i.e., que apresentavam valores 
de pressão arterial sistólica igual ou inferior a 125 mmHg. Na parte II, foram também 
efectuadas medições invasivas da pressão arterial sistólica em alguns ratos controlo e 
tratados com AA. Para esse efeito, anestesiaram-se os ratos com uma mistura de 
cetamina (60 mg/kg, i.p.) e medetomidina (0,25 mg/kg, i.p.) e efetuou-se a implantação 
de um catéter de polietileno (PE-10) na aorta abdominal, através da artéria femoral. A 
extremidade distal do catéter foi unida a outro catéter (PE-50) e conduzida 
subcutaneamente até à região dorsal do pescoço onde foi exteriorizada. Após um 
período de recuperação dos animais, efetuou-se a ligação do catéter arterial a um 
transdutor de pressão (TRA-021, Letica, Barcelona, Espanha) e registaram-se as 
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medições de pressão arterial de ratos despertos e sem restrição de movimentos, num 
polígrafo (Unigraph 2000-5.6, Letica, Barcelona, Espanha). 
 
3.3. Colheitas de urina, órgãos ou tecidos 
No penúltimo dia de cada parte do estudo (I a III), os animais foram colocados em 
gaiolas metabólicas individuais para possibilitar a recolha da urina de 24h. No último 
dia de cada parte do estudo, os ratos foram anestesiados com pentobarbital (50 mg/kg, 
i.p.) e após perfusão com soro fisiológico recolheram-se os rins e a aorta. Efectuou-se 
em seguida a dissecção da aorta e dos rins. Nos rins, removeu-se a cápsula e separaram-
se as regiões do córtex e medula. As amostras destinadas à avaliação do H2O2 foram 
imediatamente processadas e analisadas. Na parte III, os extractos nucleares do córtex 
renal foram também imediatamente preparados e guardados a - 80ºC até posterior 
análise. As urinas foram guardadas a - 80ºC, tendo sido previamente adicionado o 
antioxidante butil-hidroxitolueno (0,005%). Todas as outras amostras de vasos e rins 
foram armazenadas a -80ºC até posterior avaliação. 
 
3.4. Avaliação da produção de H2O2 
A produção de H2O2 foi avaliada na aorta, na medula renal e no córtex renal. Cada 
tecido de cada animal foi incubado separadamente num tubo contendo meio Krebs-
HEPES (mM: NaCl 118, KCl4,5, CaCl2 2,5, MgCl2 1,2, KH2PO4 1,2, Na-HEPES 25, 
NaHCO3 25 e glucose 5; pH 7,4), com oxigenação e a 37ºC. Após um período de 
incubação de noventa minutos para as aortas ou de sessenta minutos para as medulas e 
córtexes renais, recolheram-se alíquotas de 50 μl, em duplicado, do meio de incubação 
de cada tecido e quantificou-se a concentração de H2O2 por espectrofluorimetria, 
utilizando o kit Amplex Red Hydrogen Peroxide Assay (Molecular Probes, Life 
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Technologies, Carcavelos, Portugal). Os resultados foram depois normalizados para o 
conteúdo em proteína de cada amostra. 
 
3.5. Avaliação da actividade da superóxido dismútase (SOD) e da catalase 
A actividade da SOD e da catalase foi avaliada na aorta, medula e córtex renais, de 
acordo com metodologias previamente descritas(11). 
     
3.6. Quantificação das proteínas totais 
O conteúdo em proteínas totais das amostras foi quantificado pelo método de Bradford, 
com o kit Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Amadora, Portugal).  
 
3.7. Análise da expressão proteica da SOD e da catalase  
A expressão proteica da SOD-1, SOD-2 e catalase foi avaliada na aorta e no córtex 
renal, de acordo com uma metodologia previamente descrita (30).  
 
3.8. Quantificação dos isoprostanos urinários 
Os isoprostanos (designados por 8-isoprostanos, 8-iso-PGF2 ou 15-isoprostanos F2t) 
são isómeros da PGF2 formados principalmente pela peroxidação do ácido 
araquidónico catalizada por espécies reativas de oxigénio e são amplamente 
reconhecidos e utilizados como biomarcadores de stresse oxidativo ( (31)). Os 
isoprostanos foram quantificados na urina de 24h por um ensaio imunoenzimático, 
utilizando um kit comercial (Urinary Isoprostane ELISA kit, Oxford Biomedical 
Research, Oxford, MI, EUA). Os resultados foram normalizados para o conteúdo em 
creatinina urinária quantificado num analisador bioquímico automático, de acordo com 
o método de Jaffé. 
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3.9. Avaliação da activação do factor de transcrição nuclear  B (NF-B) e do 
factor nuclear 2 relacionado com o factor nuclear eritróide 2 (Nrf2) 
O NF-B e o Nrf2 são factores de transcrição que regulam, respectivamente, a 
expressão de genes pró-inflamatórios ou genes envolvidos na resposta antioxidante A 
activação destes factores é induzida pelo stresse oxidativo e pode ser modulada por 
antioxidantes ((32), (33)). A activação do NF-B e do Nrf2 foi analisada na Parte III do 
estudo, em extractos nucleares de córtex renal. Estes extractos foram preparados 
imediatamente após a colheita e dissecção dos rins, de acordo com uma metodologia 
previamente descrita ((34). A activação do NF-B e do Nrf2 foi depois avaliada por 
ensaios imunoenzimáticos usando kits comerciais (TransAM, NF-B p65, Active Motif 
Europe, Rixensart, Bélgica; TransAM, Nrf2, La Hulpe, Bélgica).   
 
3.10. Análise estatística 
Os resultados foram expressos como média±erro padrão da média (S.E.M.), sendo o n 
correspondente ao número de ratos por grupo. A análise estatística foi realizada pelo 
teste t de Student para valores não emparelhados, quando se pretendia comparar 
resultados referentes a 2 grupos. Para comparação de resultados envolvendo 3 ou mais 
grupos, recorreu-se ao teste ANOVA para comparações múltiplas, seguido pelo teste de 
Newman-Keuls. Foram considerados significativos os valores de p inferiores a 0,05. 
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4. Resultados 
 
4.1 Parte I 
4.1.1  Efeito da AA na pressão arterial 
O tratamento com AA durante 28 dias provocou um aumento significativo da pressão 
arterial sistólica (PAS) (159±5 mmHg) quando comparado com o grupo controlo 
(127±2 mmHg) (P<0,05) (Fig. 1). Esta elevação da PAS foi evidenciada a partir do 
terceiro dia de tratamento com a AA (Fig. 1). 
 
4.1.2.  Efeito da AA na produção vascular e renal de H2O2 
O tratamento com AA durante 28 dias aumentou significativamente a produção de H2O2 
na aorta (Fig. 2A) e no córtex renal (Fig. 2C), mas não na medula renal (Fig. 2B). 
 
4.1.3 Actividade da SOD e catalase 
A actividade da SOD estava significativamente reduzida na aorta (Fig. 3A) e no córtex 
renal (Fig. 3B) e aumentada na medula renal (Fig. 3C) dos animais tratados com AA 
durante 28 dias. A actividade da catalase estava diminuída na aorta (Fig. 4A), inalterada 
no córtex renal (Fig. 4B) e  aumentada na medula renal (Fig. 4C) dos animais tratados 
com AA. 
 
4.1.4 Excreção urinária de isoprostanos 
O tratamento com AA durante 28 dias aumentou significativamente a excreção urinária 
de isoprostanos (Fig. 5). 
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4.2 Parte II 
4.2.1 Efeito da inibição das SSAO na pressão arterial  
O tratamento com AA durante 7 dias aumentou significativamente a PAS, 
comparativamente com o grupo controlo (161±3 mmHg vs 122±2 mmHg, p<0,05) (Fig. 
6A). O tratamento com a SC preveniu a elevação da PAS induzida pela AA (128±2 
mHg, p<0,05 vs AA) mas não alterou a pressão arterial dos animais controlo (118±5 
mmHg)  (Fig. 6A).  Nas nossas condições experimentais, verificou-se ainda uma 
correlação significativa (r= 0,9995, r2=0,9991, p= 0,0194) entre os valores de PAS 
avaliados pelo método de medição da pressão arterial na cauda e os valores de PAS 
avaliados pelo método de medição intra-arterial (Fig. 6B). 
 
4.2.2 Efeito da inibição das SSAO na produção de H2O2  
O tratamento com AA durante 7 dias aumentou significativamente a produção de H2O2 
na aorta (Fig. 7A) e no córtex renal (Fig. 7B). O tratamento com SC preveniu o aumento 
da produção de H2O2 induzido pela AA, quer na aorta quer no córtex renal (Figs. 7A e 
7B). 
 
4.2.3.  Efeito da inibição das SSAO na expressão proteica de enzimas antioxidantes 
O tratamento com AA durante 7 dias não alterou a expressão da SOD-1 na aorta (Fig. 
8A) mas reduziu significativamente a expressão da SOD-1 (Fig. 8B) e da SOD-2 no 
córtex renal (Fig.8C). O tratamento com SC não alterou a expressão da SOD-1 na aorta 
(Fig. 8A) nem no córtex renal (Fig. 8B), mas preveniu a diminuição da expressão renal 
da SOD-2 induzida pela AA (Fig. 8C). O tratamento com AA reduziu 
significativamente a expressão da catalase na aorta (Fig.9A). Este efeito foi prevenido 
14 
 
pelo tratamento com SC (Fig. 9A). A expressão da catalase no córtex renal não foi 
afectada nem pelo tratamento com AA, nem pelo tratamento com SC+AA (Fig 9B).  
 
4.2.4 Efeito da inibição das SSAO na excreção urinária de isoprostanos 
O tratamento com AA durante 7 dias aumentou significativamente a excreção urinária 
de isoprostanos (Fig. 10). O tratamento com SC preveniu o aumento da excreção de 
isoprostanos induzido pela AA (Fig. 10). 
 
Parte III 
4.3.1 Efeito da neutralização do H2O2 na pressão arterial 
Tal como observado na parte II, o tratamento com AA durante 7 dias aumentou 
significativamente a PAS, comparativamente com os animais controlo (165±1,03 
mmHg vs 117±0,53 mmHg, p<0,05) (Fig.11). A administração de PEG-catalase 
preveniu a elevação da PAS nos ratos tratados com AA (136±0,63 mmHg, p<0,001 vs 
AA) (Fig.11), mas não alterou a PAS dos animais controlo (125±1,38 mmHg). 
 
4.3.2 Efeito da neutralização do H2O2 na excreção urinária de isoprostanos 
Tal como observado na parte III, o tratamento com AA durante 7 dias aumentou 
significativamente a excreção urinária de isoprostanos, comparativamente com os 
animais controlo (Fig. 12). A administração de PEG-catalase atenuou significativamente 
a elevação da excreção urinária de isoprostanos nos ratos tratados com AA (Fig. 12). 
 
4.3.3 Activação do NF-B e do Nrf2 no córtex renal 
O tratamento com AA aumentou significativamente a activação do NF-B (Fig. 13A), 
mas não do Nrf2 (Fig. 13B), no córtex renal. Por sua vez, a administração de PEG-
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catalase suprimiu a activação do NF-B (Fig. 13A) e aumentou marcadamente a 
activação do Nrf2 (Fig. 13B) no córtex renal dos animais tratados com AA. 
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5.  Discussão     
Este estudo demonstra que o tratamento crónico com AA, um substrato das SSAO, 
promove o desenvolvimento de hipertensão arterial. Nas nossas condições 
experimentais, os animais tratados com AA apresentaram uma elevação marcada da 
pressão arterial (40 a 50 mmHg) ao fim de 7 ou 28 dias de tratamento. A discrepância 
entre os nossos resultados e os de estudos anteriores pode dever-se a vários factores. Em 
primeiro lugar, é de sublinhar que todos os animais do nosso estudo foram previamente 
submetidos a um período de 7 dias de adaptação à metodologia de medição não invasiva 
da pressão arterial, tendo sido seleccionados para avaliação apenas os animais com PAS 
 125 mmHg. Estas condições são importantes para minimizar os erros de medição 
associados ao stresse induzido pelos procedimentos experimentais, nomeadamente a 
restrição de movimentos e o aquecimento do animal (35), (36), (37), (38). Em estudos 
anteriores de avaliação do efeito da AA na pressão arterial, os autores não referem a 
existência de um período de habituação dos animais à metodologia de medição da 
pressão arterial e descrevem valores relativamente elevados de PAS (130 mmHg) para 
os animais controlo (19), (16), (14). O stresse dos animais poderá então ser uma 
justificação para o facto de nessas avaliações não se terem observado diferenças entre os 
ratos controlo e os tratados com AA (19), (16), (14). Por outro lado, em dois destes 
estudos, a pressão arterial foi sempre avaliada 18-22h após a administração de AA (100 
mg/kg) por gavagem (16), (14), ou seja, num período em que a AA e os seus 
metabolitos poderiam já ter sido eliminados. Pelo contrário, no nosso estudo, como os 
animais ingeriram a AA (100 mg/kg) na água de bebida ao longo de cada dia de 
tratamento, é expectável que a AA e os seus metabolitos estivessem presentes no 
organismo dos animais durante o período de medição da pressão arterial. De facto, 
noutro estudo em que a AA também foi administrada na água de bebida, foi observado 
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um aumento tendencial da pressão arterial nos grupos tratados com AA apesar de a dose 
ingerida por esses animais ter sido inferior à utilizada no nosso trabalho, uma vez que a 
concentração da solução de AA (0,1%) não foi ajustada ao volume consumido 
diariamente pelos animais de modo a administrar 100 mg/kg/dia de AA (19). É ainda de 
sublinhar que, no nosso estudo, foram efectuadas medições intra-arteriais da pressão 
arterial em alguns animais (controlo e tratados com AA) para confirmar os valores de 
PAS obtidos pelo método não invasivo de medição na cauda, tendo sido observada uma 
correlação positiva significativa entre os dois métodos.  
A hipertensão arterial induzida pela AA foi acompanhada pela elevação do stresse 
oxidativo sistémico e alterações redox vasculares e renais, tais como o aumento da 
produção de H2O2 e a diminuição da actividade e/ou expressão de defesas antioxidantes 
enzimáticas. A inibição das SSAO pela SC preveniu quer a elevação da pressão arterial, 
quer as alterações redox sistémicas, vasculares e renais. Isto sugere que a hipertensão 
arterial causada pela AA resulta de uma disfunção redox induzida pelos metabolitos 
desta amina, nomeadamente a acroleína e o H2O2.  
O stresse oxidativo induzido pela acroleína pode resultar da depleção de antioxidantes 
e/ou aumento da actividade enzimática pró-oxidante. A exposição à acroleína aumenta a 
actividade da enzima glutationa-S-transferase, contribuindo para a diminuição do 
conteúdo celular de glutationa (20). Por outro lado, a acroleína induz também a 
activação da enzima pró-oxidante NADPH oxídase, aumentando a produção de espécies 
reactivas de oxigénio (ROS) (39). Estas condições tornam as células mais vulneráveis a 
este aldeído que acaba por danificar as proteínas, lípidos e ácido desoxirribonucleico 
devido à oxidação e/ou formação de complexos covalentes irreversíveis com estas 
moléculas (40),(20),(41). Foi recentemente demonstrado que a produção de ROS 
induzida pela acroleína promove a formação de ligações cruzadas entre as subunidades 
18 
 
da SOD-1, reduzindo a detecção da sua expressão e a actividade desta enzima (42). É 
provável que a diminuição da actividade e/ou expressão das enzimas SOD-1, SOD-2 e 
catalase observada nos ratos tratados com AA seja causada por um mecanismo 
semelhante. Além disso, como a acroleína promove a inactivação de enzimas da cadeia 
respiratória mitocondrial (43),(44), a redução da expressão da SOD-2 pode também 
resultar de uma adaptação à inibição da actividade mitocondrial.  A acroleína exerce 
ainda efeitos na reactividade vascular e pressão arterial. O tratamento in vitro com 
acroleína ou AA induz a hipercontractilidade de artérias coronárias humanas (43), e a 
administração de acroleína durante 7 dias a ratos Sprague Dawley provoca uma 
elevação significativa da pressão arterial, acompanhada por um aumento da 
vasoconstrição, diminuição da disponibilidade de monóxido de azoto (NO) e aumento 
da peroxidação lipídica (20).   
O H2O2 pode também contribuir para a disfunção redox. A sua reacção com o radical 
superóxido ou com metais de transição (e.g. Fe
2+
) origina o radical hidroxilo (HO

), um 
agente oxidante muito potente (45); (46). O H2O2 é também um substrato para a 
formação de outras ROS (e.g. ácido hipocloroso) pela mieloperoxídase (47), (12). Estes 
oxidantes formados a partir do H2O2 são potentes indutores de oxidação lipídica (45); 
(46); (47, 48). Concentrações elevadas de H2O2 podem também inibir ou inactivar as 
enzimas antioxidantes SOD e catalase (49), (50), (51), agravando o stresse oxidativo. O 
H2O2 tem ainda a capacidade de amplificar a sua própria produção pela activação de 
várias enzimas pró-oxidantes como a NADPH oxídase, a xantina oxídase, as oxídases 
mitocondriais e a forma desacoplada da sintetase endotelial do NO (52),(10).  
O aumento da produção de H2O2 na aorta e córtex renal parece ser um importante 
denominador da hipertensão arterial nos ratos tratados com AA. Há evidência crescente 
de que o H2O2 é um mediador parácrino da disfunção cardiovascular e renal(10), 
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(9),(12) e que contribui para a génese e progressão da hipertensão arterial por vários 
mecanismos, entre os quais o aumento da vasoconstrição (53), (54), (55), (56) e a 
diminuição da natriurese (8),(57). O facto de o tratamento com PEG-catalase ter 
atenuado significativamente a elevação da pressão arterial e a peroxidação lipídica nos 
ratos tratados com AA sublinha mais uma vez o papel do H2O2 na patogénese da 
hipertensão arterial.  
Um dos aspectos mais interessantes do H2O2 é a sua capacidade de funcionar como um 
mediador da sinalização celular dada a sua difusibilidade inter- e intracelular e relativa 
estabilidade em comparação com outras espécies oxidantes (52),(10). No rim, a 
regulação da transcrição de genes envolvidos na inflamação ou na resposta antioxidante 
é particularmente relevante no contexto da hipertensão arterial uma vez que a 
inflamação e stresse oxidativo renais estão envolvidos na génese e perpetuação desta 
patologia (58),(59). O aumento da activação do NF-B no córtex renal dos ratos 
tratados com AA e a sua supressão pela PEG-catalase sugerem que o H2O2 é um 
importante mediador de disfunção renal neste modelo. A activação do NF-B pelo H2O2 
pode contribuir não só para o aumento da expressão de genes pró-inflamatórios (60), 
(61) mas também para a expressão de genes relacionados com a activação do sistema 
renina-angiotensina intra-renal (62), (12),(63) e a desregulação da resposta natriurética 
(64). Por outro lado, o NF-B parece estar também directamente envolvido na regulação 
do Nrf2 uma vez que a supressão do NF-B nuclear pela PEG-catalase foi 
acompanhada por um aumento marcado da activação do Nrf2 no córtex renal dos ratos 
tratados com AA. De facto, alguns estudos recentes descrevem uma regulação 
coordenada e inversa destes factores de transcrição (65), (66). Podemos então 
considerar que, neste modelo, a PEG-catalase exerce um efeito protector renal quer pela 
inibição da sinalização pró-inflamatória, quer pelo aumento das defesas celulares uma 
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vez que o Nrf2 regula a expressão de genes envolvidos na resposta antioxidante e na 
eliminação de xenobióticos  (33).  
Este trabalho evidencia o papel das SSAO e dos seus metabolitos na patogénese da 
hipertensão arterial. Embora a relevância fisiopatológica do modelo da AA possa ser 
questionada pelo facto desta amina não ser um substrato endógeno das SSAO, existem 
várias condições associadas ao aumento da disponibilidade de substratos e/ou da 
actividade metabólica destas enzimas e consequente elevação da produção de H2O2 e 
aldeídos reactivos.  Por exemplo, na diabetes parece haver um aumento da concentração 
do substrato metilamina e da actividade das SSAO (7),(67),(68),(69). A metilamina está 
também presente no fumo do tabaco e é um metabolito da adrenalina, sendo por isso 
provável que a sua disponibilidade aumente em fumadores e em indivíduos sujeitos a 
situações de stresse ((3). É de realçar que o fumo do tabaco contém não só metilamina 
mas também acroleína (39). A exposição a aldeídos tóxicos, ou a substratos envolvidos 
na sua produção, poderá explicar a elevada associação entre tabagismo e doença 
cardiovascular (39), (70). Há ainda outras condições patológicas onde se verifica um 
aumento da actividade das SSAO tais como a obesidade, a insuficiência cardíaca, a 
cardiopatia hipertensiva, a aterosclerose e a cirrose hepática (71), (3), (2),(69). 
A relação entre o H2O2 produzido por estas enzimas e a regulação cardiovascular e renal 
é particularmente interessante do ponto de vista terapêutico. De facto, estudos anteriores 
sugerem que o efeito anti-hipertensor da hidralazina se deve, pelo menos em parte, à 
inibição das SSAO e consequente redução da produção vascular de H2O2 (72), (73). 
Outros autores propõem ainda que a inibição das SSAO pela hidralazina possa ser útil 
para prevenir a lesão vascular em doentes com diabetes ou insuficiência cardíaca (3). O 
nosso estudo sugere ainda que a redução do H2O2 produzido pelas SSAO pode prevenir 
a disfunção renal causada pela activação do NF-B. 
21 
 
Podemos então concluir que os metabolitos das SSAO causam alterações redox 
sistémicas, vasculares e renais que contribuem para o desenvolvimento de hipertensão 
arterial, e que a inibição destas enzimas ou a neutralização dos seus produtos poderão 
ser estratégias importantes para a prevenção e tratamento de doenças cardiovasculares e 
renais. 
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Figura 3 
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Figura 4 
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Figura 5 
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Figura 6 
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Figura 7 
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Figura 8 
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Figura 9 
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Figura 10 
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Figura 11 
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Figura 12 
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Figura 13 
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8. Legendas das Figuras 
Fig. 1: Pressão arterial sistólica (PAS) (mmHg) em ratos controlo e ratos tratados com 
AA durante 28 dias. Os resultados são expressos como média±S.E.M., n=6-13, *p< 0.05 
vs controlo. 
Fig. 2 Produção de H2O2 em ratos controlo e em ratos tratados com AA durante 28 dias: 
(A) aorta; (B) medula renal; (C) córtex renal. Os resultados são expressos como média 
±S.E.M ., n=10-12; *p<0,05 vs controlo. 
Fig. 3 Actividade da SOD em ratos controlo e em ratos tratados com AA durante 28 
dias: (A) aorta (n=5); (B) córtex renal (n=7-10); (C) (medula renal (n=8-9). Os 
resultados são expressos como média ±S.E.M .; *p<0,05 vs controlo. 
Fig. 4 Actividade da catalase em ratos controlo e em ratos tratados com AA durante 28 
dias: (A) aorta (n=5); (B) córtex renal (n=7-10); (C) medula renal (n=8-9). Os 
resultados são expressos como média ±S.E.M.; *p<0,05 vs controlo. 
Fig. 5: Excreção urinária de isoprostanos em ratos controlo e em ratos tratados com AA 
durante 28 dias. Os resultados são expressos como média±S.E.M., n=12; ***p< 0,001 vs 
controlo. 
Fig. 6 Pressão arterial sistólica (PAS): (A) Evolução da PAS em ratos controlo, em 
ratos tratados com AA durante 7 dias e em ratos tratados com SC+AA. (B) correlação 
entre os valores de PAS avaliados pelo método não invasivo de medição na cauda e os 
valores de PAS obtidos por medição intra-arterial. Os resultados são expressos como 
média±S.E.M., n= 4-6 **p< 0,01vs controlo; *** p<0,001 vs controlo; ### p<0,001vs 
AA. 
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Fig. 7 Produção de H2O2 em ratos controlo, ratos tratados durante 7 dias com AA e 
ratos tratados com SC+AA: (A) aorta; (B) córtex renal.  Os resultados são expressos 
como média±S.E.M., n=4-5; 
* 
p < 0,05 vs controlo, *** p<0,001 vs controlo, ## p<0,01 vs 
AA, 
###
 p<0,001 vs AA. 
Fig. 8 Expressão proteica da SOD em ratos controlo, ratos tratados com AA durante 7 
dias e ratos tratados com SC+AA: (A) SOD-1 na aorta (n= 5 - 6 ); (B) SOD-1 no córtex 
renal (n= 5 - 6); (C) SOD-2 no córtex renal (n=3 - 6). São apresentadas fotografias 
representativas dos blots analisados e respectiva representação gráfica da média±S.E.M. 
de cada grupo. Os resultados foram expressos em % do grupo controlo. *p<0,05 
***p<0,001 vs controlo; 
#
 p<0,05 
, ##<
0,01 vs AA.  
Fig. 9 Expressão proteica da catalase em ratos controlo, ratos tratados com AA durante 
7 dias e ratos tratados com SC+AA: (A) aorta (n= 3 - 6 ); (B) córtex renal (n=5-6). São 
apresentadas fotografias representativas dos blots analisados e respectiva representação 
gráfica da média±S.E.M. de cada grupo. Os resultados foram expressos em % do grupo 
controlo. Os resultados foram expressos em % do grupo controlo. ***p<0,001 vs 
controlo;  
##
<0,01 vs AA.  
Fig. 10 Excreção urinária de isoprostanos em ratos controlo, ratos tratados com AA 
durante 7 dias e ratos tratados com SC+AA. Os resultados são expressos como 
média±S.E.M., n=3-5; **p< 0,01 vs controlo, # p<0,05 vs AA. 
Fig. 11 Evolução da PAS em ratos controlo, em ratos tratados com AA durante 7 dias e 
em ratos tratados com Peg-catalase+AA. Os resultados são expressos como 
média±S.E.M., n=4-5, *p< 0,05 vs controlo; ## p<0,01, ###p<0,001 vs AA. 
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Fig. 12 Excreção urinária de isoprostanos em ratos controlo, ratos tratados com AA 
durante 7 dias e ratos tratados com PEG-catalase+AA. Os resultados são expressos 
como média±S.E.M., n=4; **p< 0,01 vs controlo; ##p<0,01 vs AA. 
Fig. 13 Activação do NF-B (A) e do Nrf2 (B) no córtex renal de ratos controlo, ratos 
tratados com AA durante 7 dias e ratos tratados com PEG-catalase+AA. Resultados 
expressos como média±S.E.M., n=4-6. ***p<0,001 vs controlo; ### p<0,001 vs AA. 
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